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論 文 内 容 要 旨
脳 を構成 す る細胞 は大 き く分 けてニ ューロ ンとグ リァ細胞 か らな る。 グ リア細胞 の中で最 も多
い とされるア ス トロサイ トは,放 出された神経伝達物質 を吸収 した り,細 胞外 のイオ ンレベルを
調 節す るだけでな く,シ ナプス形成や シナプス可塑性の制御,す なわ ち神経活動 を能動 的に制御
して いることが明 らかにな ってきた。 さらに,こ の数年 の闘 に,ア ス トロサイ トは分子発現 レベ
ルにお いて神経幹 細胞 と共通の性質を持つ ことが明 らか になって きた。 す なわ ち,あ る種のアス
トロサイ トは実 際に多能性のあ る神経幹細胞 と して振 る舞 い,ニ ュー ロ ンを生 みだす ことが生体
内で も培養 系で も報告 されて きた。 しか し,そ の多様 なア ス トロサイ トの発生機 構 に関す る分子
的知見 はほ とん どない。
転写 因子Pax6は,胎 生期 および生後の神経幹 細胞の増殖分化を制御す る神経新生制 御因子 の
一 つ である。近年,当 研 究室 の研究結果によ り,成 体脳 の海馬領域 のアス トロサイ ト前駆細胞 お
よびアス トロサイ トにおいて もPax6の発現 を見 出 した。 しか し,ア ス トロサイ トにおけるPax6
の機能 は明 らかで はない。 そ こで,ア ス トロサイ トにお けるPax6の機能解析を通 して,ア ス ト
ロサイ トの発生機構 の分子 メカニ ズムの解明 にアプロー チす ることを 目的 とし,神 経生物学的研
究 を行 った。
まず,正 常な マウス脳 を用 いて免疫染色を行 い,ア ス トロサイ ト前駆細胞お よびアス トロサイ
トがPax6を発現 している ことを明 らか にした。 アス トロサ イ トにおけ るPax6の機能 を明 らか
にす るため に,胎 齢18日 の野生 型(WT),.Pax6変異ヘ テ ロ接合(Sey/+),およびPax6変異
ホ モ接合(∫εア∠∫召γ)マウスの大脳皮質を用い,ア ス トロサイ トの初代培養 を行 った。 その結果,
ア ス トロサ イ トはSey/Seyマウスか らも産生 され たが,Sey/Sey由来 の アス トロサイ トはWTに
比 して細胞増殖 が有意 に増加 していた。 また,分 化 マー カーで あるGFAPの 発現 はWTに 比 し
て低 く,未 分化 マー カーであ るnestinおよびprominin-1(CD133)の発現が増加 していた。 さ
らに,Sey/tSeYマウス にお けるアス トロサ イ ト前駆細 胞の増殖,分 化異 常 は胎生期 脊髄 において
も認 め られ た。 以上 の結果 よ り,Pax6が欠損 したアス トロサイ ト前駆 細胞/ア ス トロサイ トは
神経膠腫様 の性質 を示す ことが示唆 された。 悪性神経膠腫 は高 い移動能 および浸潤性 を示 す こと
か ら,培 養 アス トロサイ トを用 いてscratch-woundassayを行 った ところ,Sey/Sey由来 のアス
トロサイ トはWTに 比べ高 い移動能を示 す ことが明 らか とな った。Pax6は転写因子 であ り,そ
の機能 はさま ざまな下流因子 の働 きによってなされ る。 そ こで,細 胞増 殖 アポ トー シス,お よ
び細胞運動 な どを制御す るPI3K/Aktのシグナル伝 達経路 につ いて リン酸化Aktの 量 を調べた
と こ ろ,Sey/Sey由来 の ア ス トロサ イ トに お い て そ の 増 加 が認 め られ た 。 した が って,
Pax6が欠 損 したアス トロサイ ト前駆細胞/ア ス トロサイ トにおける異 常な細 胞増殖,未 分化状
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態,お よび移動 能 の増加 とい う表現型 は,PI3K/Aktシグナル伝達経 路の活性化 がその一 因で
あ ると考え られた。
以上 の ことか ら,Pax6はアス トロサイ トの発生 にお いて,ア ス トロサイ ト前駆細胞 の増殖 を
抑制 し,分 化を亢進 して いる可能性 が示唆 された。 さ らに,Pax6の機 能が失われ ることによ り,
アス トロサイ ト前駆細胞 が神経膠腫 に形質転換 す る可能性 も示 唆 され た ことか ら,Pax6は抗腫
瘍 因子 と して機能 し,神 経膠腫幹細胞 の増殖 を抑制す ることによ って悪性神 経膠腫への転化を抑
制 してい る可能性 が考 え られた。
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審 査 結 果 の 要 旨
本研 究 は,神 経 発生 において重要な転写因子 であ るPax6のアス トロサイ トにお ける機能を解
析 した もの であ る。 脳を構成す る細胞 は大き く分 けてニ ュー ロンとグ リア細胞か らな る。 グ リア
系細胞 の一つ であ るアス トロサイ ト(星 状膠細胞)は,長 い間,単 にニ ューロ ンの支持細胞 とし
て考 え られ てきた。 しか し近年,ア ス トロサイ トの多機能性 の解明 と ともに,正 常 な神経活動 に
お け るアス トロサイ トの重要性が明 らかにされて きた。 さらに,こ の数年の間 に,ア ス トロサ イ
トは分子発 現 レベ ル において神経幹細胞 と共通の性質を持つ ことが明 らかにな って きた。すなわ
ち,あ る種 の アス トロサイ トは多能性のある神経 幹細胞 として振 る舞 い,ニ ュー ロンを生み出す
ので あ る。 この よ うに,ア ス トロサイ トの多様 な機 能や性質 は次第 に明 らか にされて きたが,神
経 幹細胞 か らアス トロサイ トへの発生機構 に関す る分 子的知見 はほとん どない。
申請者 の研究室 では,脳 形成 の様 々な事象 に関 わ ってい る転写制 御因子Pax6に着 目 して研究
を進めて きた。 また近年 では,海 馬の神経新生(神 経幹 細胞か ら神経系の細胞 が生 み出 され るこ
と)の 分子機構 につ いての解析 を行い,Pax6は神経幹細胞 の増殖維持 に関わ る ことを報告 した。
この過程 において,申 請者 らはPax6が海馬のア ス トロサイ トに も発現す る ことに気が ついた。
そ こで本研究 では,ア ス トロサイ トにおけるPax6の機能解析 を通 して,ア ス トロサイ トの発生
機構 の分 子 メカニズ ムの解明 にアプロー チす るこ とを 目的 と し,神 経生物学 的研 究 を行 った。
まず,正 常 なマ ウス脳 において アス トロサイ トのマー カー とPax6の免疫染色 によ り,ア ス ト
ロサイ ト前駆細 胞お よびアス トロサイ トがPax6を発現 して いることを明 らか に した。次 にアス
トロサ イ トにお けるPax6の機能 を明 らか にす るた めに,胎 齢18日 の野生 型(WT),Pax6変
異 ヘテ ロ接 合(Sey/+),およびPax6変異 ホモ接合(Sey/XSeY)マウスの大 脳皮 質原 基 を用 い,
アス トロサ イ トの初代培 養 を行 った。 その結果,ア ス トロサ イ トはPax6が欠 損 したSey/Seyマ
ウスか ら も産生 され,Pax6はア ス トロサイ トの発生 その ものに は必須で ない ことがわか った。
次 に,BrdU解 析 お よび細胞数 の解析 を行 ったと ころ,Sey/Sey由来の アス トロサイ トはWTに
比 して細 胞増殖 が有意 に増加 していた。 この ことか らSey/Seyアス トロサイ トは未分化状 態の ア
ス トロサイ トで ある可能性 が考え られたので,分 化 マー カーの発現を免疫 染色お よび ウェスタ ン
ブ ロ ッ トによ り解析 した。 その結果,Sey/Sのyアス トロサイ トにおいて,成 熟 ア ス トロサイ トの
マ ー カ ー で あ るGFAPの 発 現 はWTに 比 して 低 く,未 分 化 マ ー カー で あ るnestinおよ び
prominin-1(CD-133)の発 現 は増 加 して い た。 これ らinvitroの実験 に お い て 認 め られ た
Sey/Seyマウスにお けるアス トロサイ ト前駆細胞 の増 殖 およ び分化異常 は,胎 生期 の脊髄 におい
て も認 め られた。 この ようなSey/Seyアス トロサイ トで観察 された,未 分化状 態 お よび細胞増殖
の亢進 とい う性質 は,神 経膠 腫に類似 している。 悪性神経膠腫 は高 い移動能 および浸潤性 を示 す
こ とか ら,培 養 ア ス トロサイ トを用いて移動能 を解析 す るためにscratch-woundassayを行 っ
た ところ,Sey/Sey由来 のアス トロサイ トはWTに 比べ高 い移動能 を示す ことが明 らか とな った。
Pax6は転写 因子で あ り,そ の機能 は さまざまな下流因子 の働 きによってな され る。 そ こで,細
胞 増殖,ア ポ トー シス,お よび細胞運動 などを制御す るPI3K/Aktのシグナル伝 達経路 につ い
て リン酸化Aktの 量 を調 べた ところ,Sey/Sey由来 の アス トロサイ トにお いて その増加 が認 め ら
れ た。 したが って,Pax6が欠損 したアス トロサイ ト前駆細 胞/ア ス トロサ イ トにおけ る異常 な
細 胞増殖,未 分化状 態,お よび移動能 の増加 とい う表現型 は,PI3K/Aktシグナル伝達経 路の
活性化 がそ の一 因であ ると考え られた。
以上 の こ とか ら,Pax6はアス トロサイ トの発生 にお いて,ア ス トロサイ ト前駆 細胞 の増殖 を
抑制 し,分 化 を亢進 している可能性が示唆 された。 さ らに,Pax6の機能が失 われ る ことによ り,
ア ス トロサイ ト前駆 細胞が神経膠腫 に形質転換 し,神 経膠腫 の悪性度 が亢進す る可能性 も示 唆 さ
れ た ことか ら,Pax6は抗腫瘍因子 と して機能 し,神 経膠 腫幹細胞 の増殖 を抑制す ることによ っ
て悪性神経膠 腫へ の転化 または悪性度の亢進 を抑 制 して いる可能性 が考 え られ た。
以上 のこ とか ら,本 論 文は哺乳類アス トロサイ ト発生の分子 メカニズムの一端 を明 らか に した
オ リジナ リテ ィーの高 い ものであると考 えられ,学 位授 与 に十分値す る。
よ って,本 論文 は博士(医 学)の 学位論文 として合格 と認め る。
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